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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(54) Verfahren zum Nachweis von Mikroorganismen, insbesondere Erregern von Infektionskrankheiten 

(57) Verfahren zum Nachweis von Mikroorganismen, insbe- 
sondere Erregern von Infektionskrankheiten, mittels 
gleichzeitiger Amplifikation mehrerer Zielsequenzen in ei- 
nem Reaktionsgefafc, in einem sog. Multiplex-PCR Verfah- 
ren, indem eine Patienten probe mit einer a us einer Meh r- 
zahl von Primern bestehenden Primerlosung in Kontakt 
gebracht wird und eine Polymerase-Ketten-Reaktion 
(PCR) veranlafSt wird, wobei f u r nur eine RNA besitzende 
Erreger ein Teil der Patientenprobe einer vorherigen re- 
versen Transkription unterworfen wird, um sodann das 
PCR-Produkt einem digoxigigenin-labeling mit entspre- 
chend den Primern gewahlten Sonden unterworfen wer- 
den, und anschliefcend durch capture probe-Auswertung 
und/oder photometrische auswertbare Fa rb we rt an de- 
rung der Probe eine Information uber das Vorhandensein 

i eines zu dem Primer gehorigen Mikroorganismus zu er- 

, halten. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von EVTikroorganismen. insbesondere Erregern von Infektions- 
krankheiten. 

5 Erreger von Intektionskrankheiten, insbesondere solchen des menschlichen Alniungstraktes, konnen insbesondere bei 
geschwachten Patienten (z. B. mit Herz-Kreislauflcrankheiten oder mit Krebs) besonders schwere Krankheitsverlaufe 
auslosen. Aber auch schon "normale" Erkaltungskrankheiten sind die haurigsten Krankheiten bei Mensehen schleehthin. 
Der dadurch bedingte Ausfall an Arbeit unci Geld gent ailein in der Bundesrepublik Deutsehland jahrlich in astrononii- 
sche Hdhen. Ursaehe sind verschiedene Mikroorganismen, die nur eine vergleichsweise geringe Abwehrleistung des 
to Korpers anregen, weswegen inirner wieder erneut. solche Infektionen stattfinden konnen. Wenigstens ein Teil dieser Er- 
reger ist heutzutage mit Antibiorika zu behandeln, wobei leider bisher nicht bekannt ist, wie man diese Erreger ailein auf- 
grund der Syniptonie der Patienten voneinander unterscheiden konnte. Die bisher bekannten Methodert zum Nachweis 
der Erreger von Erkaltungskrankheiten sind extrem aufwendig, langwierig und teuer. 

Zum einen ist die Kultur von geringer Praktikabilitat. da das Ergebnis erst nach langer Zeit, wenigstens Tagen, niei- 
15 stens Wochen, vorliegt, sie extreni aufwendig und daher kostenintensiv ist und nicht zuletzt eine niedrige Sensitivitat auf- 
weist; die mittlere Liegezeit in der Padiatrie betragt drei bis fiinf Tage, so daB der Patient in der Regel schon zu Hause ist, 
wenn der Erreger nachgewiesen wird. Fur die akute Paiientenversorgung ist die Kultur der Erreger daher unbrauchbar. 

Die weiter bekannte Serologic bei der ein Anstieg der Antikorper gegen einen Erreger beim Patienten untersucht. 
wird, hat ebenfalls eine sehr lange Vorlaufzeit zur Bedingung. Man muB zwei Blutproben des Patienten, die mit eineni 
20 Abstand von drei bis vier Wochen entnomnien werden, vergleichen. 

Fur die Versorgung des Patienten ist es von e ntsc he ide rider Bedeutung, daJ3 der fiir den jeweiligen Erreger richtige 
Wirkstoff oder ggf. auch kein Antibiotikum eingesetzt wird. Weiter niiissen im Krankenhaus je nach Erreger, der den Pa- 
tienten infiziert hat, verschiedene IsolierungsmaGnahmen geiroffen werden niussen, wie z. B. das Kohortieren von Pa- 
tienten mit einem Erreger in einem Zimrner, die dann nur von einer Pflegekraft geptlegt werden. Es ist daher von groBer 
25 Bedeutung, daB der jeweilige Erreger schnell erkannt wird. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein schnelles Verfahren zum Nachweis der in Betracht kommenden Mi- 
kroorganismen zu schaffen. 

ErfindungsgemaB wird dies durch die Merkmale des Hauptanspruches gelost. Die Unteranspriiche geben vorteilhafte 
Ausfuhrungsformen der Erfindung wieder. 
30 Mit Hilfe der beschriebenen Polymerase- Kettenreaktion (PCR) gelingt es erstmals, audi Erreger des Respirationstrak- 
tes rasch und zuverlassig nachzuweisen. Dabei konnen gleichzeirig mehrere Zielsequenzen in einem ReakrionsgefaB am- 
plifiziert werden (Mulitptex-PCR). Es wird auf diese Weise moglich, epidemiologische Untersuchungen vorzunehmen, 
um herauszufinden, welche Erreger wie haufig in welcher Population Krankheiten des Respirationstraktes hervorrufen, 
und dem behandelnden Arzt innerhalb eines Arbeitsrages mitzuteilen. ob der Patient von einer Behandlung mit einem be- 
35 stimmten Antibiotikum profitiert oder nicht. Diese Entscheidung konnte in der Vergangenheit nicht adaquat getroffen 
werden, da keine objektive Entscheidungshilfe zur Verfugung stand. 

Die hier zur Anwendung kommende diagnostische Multiplex-PCR ermoglicht es dagegen, eine Entscheidung beziig- 
lich der Gabe von Antibiotika rasch aufgrund der aufgefundenen Erreger zu tretfen. Z. B. sind Intektionskrankheiten 
durch Mykoplasnien oder Chlamydien mit einem Makrolidantibiotikum therapierbar. wahrend es fur die viralen Erreger 
40 bisher keine Therapie gibt. Wird kein Erreger nachgewiesen, so ist nach je nach klinischen Befunden eine bakterielle Ge- 
nese zu vermuten, bei der man mit einem Betalaktamantibiotikum (Pneumokokken, Haemophilus) behandeln muB. 

Das bei der Realisierung insbesondere auftretende Problem, verschiedene Primer in einer Multiplex-PCR zu kombi- 
nieren, ist durch die in den Unteranspriichen aufgefuhrten Primer gelost. 

Dabei gibt die gewahlte Auswahl wenigstens der Primer 

45 

- Chlamydia pneumoniae 

CpnA 5 -TGA CAA CTG TAG AAA TAC AGC-3*, 
CpnB 5'-CGC CTC TCT CCT ATA A AT- 3' und 

- Mykoplasma pneumoniae 

50, MP1 5'-AAG GAC CTG CAA GGG TTC GT-3', 
MP2 5*-CTC TAG CCA TTA CCT OCT AA-3' 

einen Hinweis, ob mit einem Makrolidantibiotikum therapiert werden muB, und die Gesamtzahl der neun verschiedenen 
Primer CpnA,-B; MPl,-2; EV1.-2; RSVU-2; InfA NS 1, NS2; Inffi NS 1, NS2; Adhl,-2: PIV1 i . 2; PrV3 1, 3 erfaBt alle 
55 ublichen Erkaltungskrankheiten, so daB bei einem negativen Befund auf eine bakterielle Gene ■ ruckgeschlossen werden 
kann. 

Bei Auffinden lediglich der viralen Mikroorganismen ergibt sich zwar kein direkter Therapie- Hinweis aber epidemio- 
logische Untersuchungen sowie entsprechende Kohortierung mit Patienten, die durch das gleiche Virus infiziert sind, 
werden moglich und krankenhauserworbene Infektionen lassen sich venneiden. 

60 Weitere Merkmale und Vorteiie der Erfindung ergeben sich aus nachfolgender Beschreibung einer bevorzugten Pro- 
benaufbereitung und der Dure hfuhrung des Verfahrens mit geeigneten Primern und Sonden. 

In einer zunachst fur die Versuche verwendeten Probenaufbereitung werden beispielsweise 100 ul Nasopharyngealse- 
kret mit 100 ul 0,9% NaCl-Losung verdunnt und mit 1 Volumen Phenol/Chlorofomi/Isoamylalkohol in einer Zusam- 
mensetzung 25 : 24:1 in einer Endkonzentration von 0,1% SDS extrahiert. Nach einer 5-minutigen Zentrifugation auf ei- 

65 ner Tischzentrifuge wird die obere waBrige Phase abgehoben, mit Chlorofonn/Isoamylalkohol 24:1 ausgeschuttelt und 
2 min zentrifugiert. Die Nukleinsauren im Oberstand werden mit 2,5 Volumen Ethanol bei einer Endkonzentration von 
0,3 M Natriumacetat fur 5 min bei -70° c gefallt und 20 min abzentrifugiert. Das Pellet wird in 15 ui Diethylpyrocarbo- 
nat-behandeltem H 2 0 bidest aufgenommen. 
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AnschlieBend werc^M^rvon 5 ul in einem 20 jjl Reaktionsansatz mit^^HvT Tris-HCl CpH S3). 75 mM KCl, 3 niM 
MgCU 10 mM DTT. j^ffils 1 niM dATP, dCTR dTTP und dGTP (/. B.^fn Pharmacia), 0.2 pg/ul Hexanucleotid-Mix 
(z. B. von Boehringer Mannheim). 20 U RNAsin (z. B. Promega) und 10 U Mu-MLV Reverser Transkriptase (z. B. Eu- 
rogentee) (-jeweils Endkonzentrationen-) fur 60 ruin bei 37°C rovers transkribiert. Nach Hilzeinaklivierung des Enzyms 
fiir 5 min bei 90°C werden die 20 ul in der Multiplex-PCR eingesetzt. " 5 

Don ertblgt in einem 80 ul Reaktionsansatz bei 10 mM Tris-HCl (pH 8,3), 50 mM KCl, 1,5 mM MuCb, 0,001% Ge- 
latine, jeweils 0,2 mM dATP, dCTP und dGTP, 0.19 mM dTTP, 0,01 mM Digoxigenin-1 1-dUTP (Boehringer Mann- 
heim), je 1 uM jeder Prinierlosung (s. u.) und 5 U AmpIiTaq-Cold Polymerase (Perkin-Elmer) die Polyruerase-Keiienre- 
aktion. 

Die PCR-Reaktion erfolgi im Thennoblock eines PCR-Thermocyclers (PE 9600 Perkin Elmer) nach einer ersten to 
10-miniitigen Denaiurierung bei 94°C unter Verwendung eines Temperaturprofils mit inseesamt 40 Zvklen aus jeweils 
30 sec Denaiurierung bei 94°C, Hybridisierung der Primer bei 50°C und DNA-Synthese bei 72°C, sowie einer abschlie- 
Benden 7-miniitigen Inkubation bei 72°C. 

Fur die Differenzierung der PCR-Produkte schlieBt. sich ein PCR-EUSA (Boehringer) an. Die Digoxogen-markierten 
Amplifikate werden mit Hilfe spezifischer biotinmarkierter Sonden an mit Steptavidin beschiehteien Mikrotiterplaten 15 
immobilisiert. Das gebundene Hybrid kann mit einem Anti-Dioxigenin-Peroxidase Konjugat und einem Farbsubstrat de- 
t.ektiert werden. 

Hierfiir werden in die Vertiefungen der Streptavidin-beschichteten Mikrotilerplatten jeweils 25 ul Denaturierungslo- 
sung (0,2 N NaOH, 0,1% SDS) und 5 ul eines PCR-Produktes gegeben. Es werden pro PCR-Produkt jeweils 9 Vertiefun- 
gen beschickt. Nach 10-minuliger Denaiurierung erfolgt. die Zugabe der 9 verschiedenen Hybridisierungslosungen, die 20 
sich aus der jeweiligen biotinylierten Sonde (Endkonzentration 7,5 pmol/ml: Sequenzen s. u.) und Hybridisierungspuffer 
(Boehringer Mannheim) zusammensetzen. 

Nach einer "Stunde Schutteln bei 37°C wird die Platte drei- bis fiinfnial mil Waschlosung gewaschen und je 200 ul ei- 
nes Anti-dig-Peroxidase-Konjugaies in die Vertiefung gegeben. Nach 30 min Schutteln bei 37°C wird nochmals gewa- 
schen und das Farbsubstrat. ABTS in die Vertiefungen pipettiert, woraufhin nach 30 min Schutteln bei 37°C der Farbum- 15 
schlag photometrisch in einem ELISA-Lesegerat bei 405 nm gemessen werden kann. Hs wird ein Referenzfilter von 
490 nm verwendet. Es werden also lediglich in den Vertiefungen, in denen durch die Sonden PCR-Produkt und die An- 
ti-dig Peroxidase am Streptavidin haften, Farbveninderungen eintreten. 

In der anliegenden Liste werden die verwendeten Primer sowie die hierzu passenden verwendeten Sonden angegeben: 

Verwendete Primer: 30 
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Enterovirus: EV1 5'-ATT G~ACC ATA AGC AGC CA-3' 
EV2 5'-TCC TCC GGC CCC TGA ATG CG-3' 

Mycoplasma pneumoniae: MP1 5'-AAG GAC CTG CAA GGG TTC GT-3' 

MP2 5'-CTC TAG CCA TTA CCT GCT AA-3' 



Influenzavirus Typ A: InfA NS1 5'-AAG GGC TTT CAC CGA AGA GG-3' 

InfA NS2 5'-CCC ATT CTC ATT ACT GCT TC-3' 

Influenzavirus Typ B: InfB NS1 5'-ATG GCC ATC GGA TCC TCA AC-3' 

InfB NS2 5'-TGT CAG CTA TTA TGG AGC TG-3* 

Adenovirus: Adlvl 5'-GCC GAG AAG GGC GTG CGC AGG TA-3' 

Aclh2 5'- ATG ACT TTT GAG GTG GAT CCC ATG GA-3' 

Chlamydia pneumoniae: CpnA 5'-TGA CAA CTG TAG AAA TAC AGC-3' 

CpnB 5'-CGC CTC TCT CCT ATA AAT-3" 

Parainfluenzavirus Typ 1: 

PIV1 1 5'-CAC ATC CTT GAG TGA TTA AGT TTG ATG A-3' 
PIV1 2 5 : -ATT TCT GGA GAT GTC CCG TAG GAG AAC-3' 

Parainfluenzavirus Typ 3: 

PIV3 1 5'-TAG CAG TAT TGA AGT TGG CA-3' 

P1V3 2 5*-AGA GGT CAA TAC CAA CAA CTA-3' 

Respiratory Syncytial Virus (RSV): 

RSV1 5'-TGT TAT AGG CAT ATC ATT GA-3' 

RSV 2 5' -TTA ACC AGC AAA GTG TTA GA-3' 
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Scnden (o'-EnoWBiotinyiiert): 

Enterovirus: EV3 5 : -GAA ACA CGG ACA CCC AAA GTA-3' 
Mycoplasma pneumoniae: MPS 5 : -ACT CCT ACG GGA GGC AGC AGT A-3" 
infiusr.zavirjs Typ A: infA3 5'-GTC CTC ATC GGA GGA CTT GAA TGGAATGAT-3' 
influenzsvirus Typ B: infB3 5'-GTC AAG AGC ACC GAT TAT CAC C-3* 
Ad eno virus : Adh 3: 5'- CTC GAT GAC GCC GCG GTG C-3' 
Chlamydia pneumoniae: CpnC S'-TCTTGC TAC CTT CTG TAC TAA C-3' 
Parainfluenzavirus Typ 1: PIV1 C 5'-TAC CTT CAT TAT CAA TTG GTA AGT CAA 

TAT ATG -3 : 

Parainfluenzavirus Typ 3: P1V3C 5 ? -AAA ATT CCA AAA GAG ACC GGC -3 : 
RSV: RSV3 5'-TAC ACC TGC ATT AAC ACT AA-3' 

Vorteilhaft ware zudem, niir dem Verfahren der "Reserven Hybidisierung" immobilisierte Sonden in separaten Regio- 
nen auf einem Tragermaterial anzuordnen, auf das dann lediglich zur Auswertung jeweils PCR-Produkt zu geben ware. 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zum Nachweis von Mikroorganismen, insbesondere Erregern von Infektionskrankheiten. gekenn- 
zeichnet durch 30 

- eine gleichzeitige Amplifikation mehrerer Zielsequenzen in einem ReaktionsgefaB, einem sog. Muttiplex- 
PCR, in dem eine Patientenprobe mil einer aus einer Mehrzahl von Primer besrehenden Primerlosung in Kon- 
takt gebracht wird und eine Polynierase-Ket.ten-Reaktion (PCR) veranlaBt wird, 

- wobei fur nur eine RNA besitzende Erreger ein Teil der Patientenprobe einer vorherigen reversen Transkrip- 
tion unterworfen wird, 35 

- urn sodann das PCR-Produkt einem digoxigigeninlabeling mil entsprechenden den Prime rn gewahlten Son- 
den unterworfen werden, 

- und anschlieBend durch capture probe-Auswertung und/oder photometrische auszuwertbare Farbwertande- 
rung der Probe eine Information Liber das Vorhandensein eines zu dem Primer gehorigen Mikroorganismus zu 
erhalten, 40 

2. Verfahren zum Nachweis von Mikroorganismen naeh Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als Primer ein 
Mycoplasma pneumoniae MP1, NTP2 und Chlamydia pneumoniae CpnA, CpnB verwandt werden zur Feststellung 
auf Makrolidantibiotika-empfindliche Mikroorganismen. 

3. Verfahren zum Nachweis von Mikroorganismen nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB ein RSV- Primer (respiratory syncytial virus) RSV1 . RS V2 verwandt wird. 45 

4. Verfahren zum Nachweis von Mikroorganismen nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB ein Enterovirus primer EV1 , EV2 verwandt wird. 

5. Verfahren zum Nachweis von Mikroorganismen nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB Influenzavirusprimer Typ A und Typ B InfA NS 1, InfA NS2 und InfB NS 1, InfB NS2 verwandt wer- 
den. 50 

6. Verfahren zum Nachweis von Mikroorganismen nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB ein Adenovirusprimer Adhl 5-GCC GAG AAG GGC GTG CGC AGG TA-3', Adh2 5'- ATG ACT 
TTT GAG GTG GAT CCC ATG GA-3' verwandt wird. 

7. Verfahren zum Nachweis von Mikroorganismen nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB Parainfluenzavirusprimer Typl PI VI 1. Pi VI 2 und Typ 3 PIV3 1, PIV 3 2 verwandt werden. 55 

8. Verfahren zum Nachweis aller therapeutisch relevanten Mikroorganismen des Respirationstraktes, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Primer 
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Enterovirus: EV1 5'-ATTCTC ACC ATA AGC AGC CA-3' 
EV2 5'-TCC TCC GGC CCC TGA ATG CG-3' 

5 

Mycoplasma pneumoniae: MP1 5'-AAG GAC CTG CAA GGG TTC GT-3' 
lo MP2 5'-CTC TAG CCA TTA CCT GCT AA-3' 



Influenzavirus Typ A: InfA NS1 5'-AAG GGC TTT CAC CGA AGA GG-3' 

InfA NS2 5-CCC ATT CTC ATT ACT GCTTC-3' 



Influenzavirus Typ B: InfB NS'I 5'-ATG GCC ATC GGATCC TCA AC-3' 

InfB NS2 5'-TGT CAG CTA TTA TGG AGC TG-3' 



Adenovirus: Aclhl 5'-GCC GAG AAG GGC GTG CGC AGG TA-3' 

Adh2 5'- ATG ACT TTT GAG GTG GAT CCC ATG GA-3* 

JO 

Chlamydia pneumonias: CpnA 5'-TGA CAA CTG TAG AAA TAC AGC-3' 

CpnB 5'-CGC CTC TCT CCT ATA AAT-3' 

35 

Parainfluenzavirus Typ 1 : 

PIV1 1 5 : -CAC ATC CTT GAG TGA TTA AGT TTG ATG A-3' 
40 PIV1 2 5'-ATT TCT GGA GAT GTC CCG TAG GAG AAC-3' 
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Parainfluenzavirus Typ 3: 

P!V3 1 5 ; -TAG CAG TAT TGA AGT TGG CA-3' 
P!V3 2 5 r -AGA GGT CAA TAC CAA CAA CTA-3' 

Respiratory Syncytial Virus (RSV): 

RSV1 5"-TGT TAT AGG CAT ATC ATT GA-3 : 

RSV 2 5'-TTA ACC AGC AAA GTG TTA GA-3' 

in Kombination miteinander nach ggf. reverser Transkription eines Teils der Patientenproben in ein Multiplex PCR 
gegeben werden, und anschlieBend am 3'-EndebiotinyLierten Hybridisierungslosungen 
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Sonden (3'-W»e biotinvliert): 



Sonden (3'-WKie biotinyliert): 

Enterovirus: EV3 5'-GAA ACA CGG ACA CCC AAA GTA-3' 
Mycoplasma pneumoniae: MP3 5' -ACT CCT ACG GGA GGC AGC AGT A-3' 
Influenzavirus Typ A: lnfA3 5'-GTC CTC ATC GGA GGA CTT GAA TGGAATGAT-3' 
Infiuenzavirus Typ B: lnfB3 5'-GTC AAG AGC ACC GAT TAT CAC C-3' 
Adenovirus: Adh3a 5"- CTC GAT GAC GCC GCG GTG C-3" 
Chlamydia pneumoniae: CpnC 5'-TCT TGC TAC CTT CTG TAC TAA C-3' 
Parainfluenzavirus Typ 1 : PIV1 C 5' -TAC CTT CAT TAT CAA TTG GTA AGT CAA 

TAT ATG -3* 

Parainfluenzavirus Typ 3: PIV3C 5'-AAA ATT CCA AAA GAG ACC GGC -3' 
RSV: RSV3 5'-TAC ACC TGC ATT AAC ACT AA-3' 

als Sonden verwandl werden. 
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